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Procede de reticulation au collagene oar Le dipnenylpho sphoryL- 
azide, collagene reticule ainsi obtenu et biomateriaux a base de 
collagene ainsi reticules . 

La presente invention concerne essent i el lement un procede 

05 de reticulation du coLLagene par Le dipheny Lphosphory lazi de, le 
collagene reticule ainsi obtenu ainsi que Les biomateriaux a base 
de collagene ainsi reticules. 

On sait que le collagene constitue le tiers des proteines 
de I'etre vivant. Sa faible immunogeni ci t e , son effet sur la crois- 

10 sance ceLLulaire et ses proprietes mecaniques importantes lui 
conferent un interet evident en tant que matiere premiere pour Les 
biomateriaux. Cependant, Lorsqu'il est impLante, il subit une 
degradation plus ou moins rapide selon la forme sous laquelle il se 
trouve (solutions, eponges, films ou tissus natifs), selon le Lieu 

15 d'implantation et I'espece animale. Cette degradation du coLLagene 
est parfois souhaitable (pansements ci cat r i sants) , parfois genante 
(bioprotheses vaLvuLaires, vasculaires, etc.). 

Par aiLLeurs, La degradation du coLLagene est un proces- 
sus normal faisant partie de la croissance, du developpement et du 

20 renouvel Lement des tissus conj onct if s . ELle fait aussi partie inte- 
grante du processus de cicatrisation. Cette degradation du coLLa- 
gene fait intervenir un certain nombre d'enzymes, en particulier 
Les collagenases qui sont responsables de L'attaque initiaLe du 
collagene natif a pH neutre. EL les cliveraient Les trois chaines 

25 peptidiques simuLtanement . Le clivage a Lieu entre les residus 
GLY-LEU ou GLY-ILE. Cependant, il est act ue I lement admis que cette 
degradation necessite les effets cooperatifs d'un certain nombre 
d'enzymes parmi lesquelles La st rome Lysi ne, Les gelatinases. 

Lors de l 1 uti I i sat ion du coLLagene en tant que bio- 

30 materiau, il est par consequent tres interessant de pouvoir 
moduLer La bi odegradabi I i te du coLLagene en fonction de 
L*uti lisation envisagee. Cette bi odegradabi L i te peut etre modulee 
par au moins deux manieres qui consistent soit en I'addition 
d' inhibiteurs enzymatiques CteLs que L ! ot-2-macroglobuLine ou La 

35 /^-1-anti col Lagenase) , soit encore par L 1 i nt roduct i on de liaisons 
chimiques de reticulation entre les molecules de collagene. Cette 
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seconde methode est La plus Largement utiLisee, car eLLe est plus 
efficace sur Le plan de La resistance a La degradation 
enzymati que. Les Liaisons de reticuLation peuvent etre obtenues 
soit par des metnodes physiques qui ont L'avantage de ne pas 
05 introduire d 1 agent chimique dans Le tissu, mais qui s'averent peu 
efficaces, soit encore par des metnodes chimiques qui sont 
efficaces mais Laissent dans Le tissu des traces d'agent 
reticuLant. Ainsi, Le g Lutara ldehyde (en abrege GTA) est L'agent 
reticuLant Le pLus Largement employe, mais iL a maLheureusement La 
10 propriety de se polymeriser en solution, C'est ainsi que, Lors de 
La reticuLation du coLLagene, iL y a formation de polymeres de GTA 
qui reLargueront au cours du temps des monomeres de GTA (qui sont 
cytotoxiques fi des concentrations superieures a 10-25 ppm) dans Les 
tissus environnants en faisant perdre au coLLagene une partie de 
15 ses proprietes bioLogiques pour lesqueLles iL avait ete choisi. 

Pour eviter L ' ut i Li sat i on de g lutara Ldehyde, Les presents 
inventeurs avaient deja propose, dans le document FR-A-871 0317, un 
procede de reticulation du coLLagene par introduction de groupe- 
ments azides sur Les groupements carboxy liques des chaines Late- 
20 rales du coLLagene. Dans ce document. La reticuLation etait 
effectuee par une esterif ication des groupements carboxy L i ques du 
coLLagene, puis Les esters etaient successi vement transformes en 
hydrazides, puis en acylazides. Les acylazides reagissaient 
finalement en mi Lieu basique avec Les fonctions aminees des chaines 
25 Laterales du collagene pour donner des Liaisons de type peptidique. 

Ce procede, bien que tres innovant, presente L' inconvenient d'etre 
long puisque La reticuLation du coLLagene necessite 8 jours et est 
peu commode a utiliser a L'echelle i ndust rielle, ce delai etant 
dif f i ci Lement compatibLe avec une exploitation i ndust rie L Le. 
30 Les presents inventeurs ont poursuivi Leurs recherches 

afin de simpLifier La methode de reticuLation tout en n'introdui- 
sant pas d'agent reticuLant dans le materiau fini et en obtenant un 
degre de reticulation du coLLagene equivalent a ceLui obtenu par Le 
procede decrit dans Le document FR-A-871 0317. 
35 Ainsi, La presente invention a pour but de resoudre Le 

nouveau probleme technique consistant en La fourniture d ! un procede 
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de reticulation du collagene simplifie tout en n 1 introdui sant pas 
d' agent reticulant dans Le materiau fini et en obtenant un degre de 
reticulation du collagene equivalent a celui obtenu par les proce- 
des anteri eurement decrits, et notamment celui decrit dans le docu- 
05 ment FR-A-8710317. 

La presente invention a encore pour but de resoudre le 
nouveau probleme technique enonce ci-dessus avec une duree de reti- 
culation radi calement reduite. 

La presente invention resout pour la premiere fois les 
problemes techniques enonces ci-dessus d'une maniere extremement 
simple, reproductible, dont les parametres du procede peuvent etre 
varies a volonte, de maniere a regler a volonte le degre de reticu- 
lation du collagene en fonction des utilisations souhaitees, et a 
un faible cout. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention 
fournit un procede de reticulation du collagene du type comprenant 
la formation de liaisons amides par l 1 intermedial re de groupements 
acylazides, caracterise en ce qu'on fait reagir le collagene avec 
le dipheny Iphosphory lazi de (DPPA). 

Selon un mode de realisation avantageux du procede selon 
L" invention, la reaction avec le DPPA a lieu dans un milieu solvant 
non aqueux. De preference, ce solvant non aqueux est constitue par 
du dimethy If ormamide ( DM F) . 

Selon une variante de realisation avantageuse, la concen- 
25 tration en DMF est comprise entre 0,0125% et 1,50% en volume/volume 
et encore de preference entre 0,25 et 0,7%. 

Selon une variante de realisation avantageuse du procede 
selon l' invention, la reaction avec le DPPA est realisee par incu- 
bation a une temperature d' incubation comprise entre environ 0 et 
30 10°C, de preference environ 4°C, pendant une duree d 1 incubation de 
quelques heures a environ 1 jour, de preference environ 1 jour. 

Selon une caracter i st i que part i cuL i erement avantageuse du 
procede selon I 1 invention, apres reaction du collagene avec le 
DPPA, on realise au moins un rincage pour eliminer le DPPA, puis on 
35 introduit le collagene comportant des groupements acylazides dans 
une solution oe tampon borate. 



20 
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SeLon an mode de realisation avantageux du procede selon 

l'invention, on realise une incubation du collagene comportant des 

groupements acylazides dans le tampon borate, avantageusement a une 

temperature comprise entre environ 0 et environ 10°C, encore de 

o 

05 preference d 1 environ 40 C, pendant une duree d 1 incubation de 
quelcues heures a environ 1 jour, de preference environ 1 jour. 

Selon un mode de realisation avantageux, le tampon borate 
est a un pH environ egal a 8,9. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux du 
10 procede selon l 1 invention, le collagene utilise comme materiau de 
depart et mis a reagir avec le DPPA est sous forme de gel, tie film 
ou de tissu naturel par exemple pericarde ou greffon vasculaire. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention couvre 
egalement le collagene reticule par 1 1 i ntermedi ai re du diphenyl- 
15 phosphorylazide. 

L'invention couvre egalement le collagene reticule, 
caracterise en ce qu'il est obtenu par Le procede de reticulation 
precederament decrit. 

L'invention couvre enfin tous les biomateriaux a base de 
20 collagene, caracterises en ce qu'ils ont ete reticules par L'intei — 
mediaire du DPPA. 

Sans qu'on puisse connaitre avec certitude le mecanisme 
reactionnel mis en jeu lors de la reticulation du collagene par le 
DPPA, on peut, en raisonnant par analogie avec le mecanisme reac- 
25 tionnel propose pour La formation de liaison amide par le DPPA sur 
les acides carboxy I i ques , proposer Le mecanisme reactionnel repre- 
sents a La figure 1 annexee. On observe que L 1 anion carboxy Lique 
(a), qui est fourni par Les groupements carboxy L i ques Lateraux de 
de L'acide aspartique ou glutamique des chaines peptidiques du 
30 coLLagene, peut attaquer L^tome de phosphore du DPPA Cb) pour 
donner essentiellement un compose phosphore pent acova lent (c). 
Ensuite, il se produit une migration du groupement azide de I'atome 
de phosphore vers L'atome de carbone carboxyLique par un rearran- 
gement de type substitution nucleophile interne. 
35 Finalement, I'acyLazide forme (d) va reagir avec les 

groupements amines Lateraux de La Lysine et de L 1 hydroxy Lysi ne des 
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chaines peptidiques du coLLagene pour donner une Liaison de rype 
amide. 

On constate ainsi que ['invention permet de simpLifier 
d'une maniere totaLement inattendue Le procede de reticulation du 
coLLagene, ce procedt* etant extremement simoLe, peu couteux, et ne 
necessitant qu'une duree reLativement faible de reticulation, ce 
qui represente un avantage technique remarquable, determinant pour 
un homme de dart par rapport aux tecnniques anterieures. 

D'autres buts, caracteri st iques et avantages de dinven- 
tion apparaitront clairement a La lumiere de la description expLi- 
cative aui va suivre faite en reference a plusieurs exemples de 
realisation donnes simplement a titre d' i I lust rat i on et qui ne 
sauraient done en aucune facon Limiter La portee de L 1 invention. 
Dans les dessins, 

- la figure 1 represente une hypothese de mecanisme reac- 
tionnel de La reaction de reticulation du coLLagene par reaction du 
diphenylphosphorylazide sur les groupements ca rboxy I i ques du coLLa- 
gene; 

- La figure 2 represente devolution du pourcentage de 
20 reticulation du colLagene, appele RTP, mesure a partir de la 

temperature du pic de denaturation (TP) du coLLagene, sur du 
pericarde de veau en fonction de La concentration en DPPA ; et 

- la figure 3 represente devolution du pourcentage de 
reticulation RTP sur des films de coLLagene en fonction de la con- 

25 centration en DPPA. 

EXEMPLE 1 



15 



35 



Reticulation par Le DPPA du pericarde de veau . 

a) Preparation du nateriau de depart. 

30 0n Preleve aux abattoirs des pericardes de veau moins 

d'une heure apres leur mise a mort. Ces pericardes sont alors 
degraisses et Laves dans une solution de NaCl 0,9%. H s son* 
ensuite decoupes a L 1 emporte-pi ece en pastilles de 1 cm 2 . 

b) Reticulation du pericarde : 
Cette reaction peut etre resumee comme suit : 
Quatre pastilles de pericarde, prealablement rincees dans 
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10 ml de DMF pur durant 5 min afin cie debarrasser le tissu cie son 
eau, sont incubees pour 24 h a 4°C dans 10 ml d'une solution de DMF 
contenant 0,75% de DPPA (concentration exprimee en volume/ volume) . 
Le tissu est ensuite debarrasse cu DPPA par ringage dans 10 ml de 
05 solution de DMF. Le DMF est ensuite elimine par rinpage dans 10 ml 
d'une solution de tampon borate pH 8,9 (tetraborate de sodium 
0,04 M, acide borique 0,04 M) . Le tissu est finalement incube pour 
une nuit dans un tampon borate pH 8,9. Le tissu est alors par 
exemple conserve dans une solution d'ethanol a 70°. 

10 

EXEMPLE 2 

Reticulation par le DPPA d'un film de collagene 
a) Preparation du materiau de depart. 

Un gel est prepare a parti r de peaux de veaux prealable- 

15 ment lavees et epilees par un melange chaux-sulf ure. ELLes sont 
ensuite dechaulees dans un bain contenant du chlorure d'ammonium 
(2%) et du metabisulf ite de sodium. ELLes sont ensuite neutrali- 
ses, puis Les seLs sont elimines par deux lavages a I'eau- Elles 
sont alors broyees, puis lavees par du tampon phosphate pH 7,8 

20 (dihydrogenophosphate de potassium 0,78 g/l et monohydrogenophos- 
phate cisodique 21,7 g/l). Le phosphate est ensuite elimine par 
deux lavages successifs a I'eau permutee. Le broyat est alors aci- 
difie par une solution d'acide acetique a 10%, la quantite d'acide 
acetique etant de 5% par rapport au collagene. Le broyat est alors 

25 malaxe afin d'obtenir une pate homogene. Cette pate est alors 
di luee pour obteni r un gel ayant une concentration de 0,7% en 
collagene. Le gel est alors mis dans de petits moules en Teflon, 
puis laisse evaporer. Le film ainsi obtenu est ensuite decoupe a 
1 ' emporte-pi ece en pastille de 1 cm . 

30 b) Reticulation du film : 

Cette reaction peut etre resumee comme suit : 
Quatre pastilles de films de 1 cm^ de surface sont incu- 
bees pour 24 h a 4° dans 10 ml d'une solution de DMF contenant 
0,25% de DPPA (concentration exprimee en volume/volume). Le film 

35 est ensuite debarrasse du DPPA par ringage dans 10 ml de solution 
de DMF. Le DMF est ensuite elimine par rinpage dans 10 ml d'une 
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solution tampon borate pH 8,9 (tetraborate de sodium 0,04 M, acide 
borique 0,04 M). Les films sont finalement incubes pendant une nuit 
dans un tampon borate pH 8,9. lis sont alors essores sur un papier- 
fiLtre, puis seches a I'air Libre. ILs peuv/ent etre ensuite steri- 
05 lises par exemple aux rayons gamma. 

De La mime faqon, on peut reticuler des eponges, des 
tubes, des fits de collagene, etc. 

EXEMPLE 5 

10 A. Influence de la concentration en DPPA sur la reticulation du 
pericarde de veau . 

Une premiere partie du travail a consiste a etudier 
I'influence de La concentration en DPPA sur le degre de reticula- 
tion du pericarde. Pour cela, Le pericarde est incube dans des 
15 solutions de DPPA de concentrations variant entre 0,0125 % et 1,5 % 
(volume/volume) . 

La mesure du degre de reticulation du collagene est 
realisee par analyse calorimetri que a balayage. Cette technique 
consiste a mesurer, lors d'une montee lineaire de la temperature, 
HO La difference d'energie qu'il faut fournir a 1 1 echant i L Ion et a une 
reference pour Les maintenir a une temperature identique. Lorsque 
Le coLlagene se denature, un pic d'absorption de chaleur apparait 
sur 1 1 enregi streur. On definit ainsi la temperature de debut de 
denaturation CTD), La temperature du pic de denaturation (TP) et 
25 la temperature de fin de denaturation (TF). 

Afin de calcuLer un oourcentage de reticulation R du 
collagene, on effectue Le calcul suivant : 



30 



35 



(TX-TI) . nrs 
R = x 100 

(TM-TI) 

TM : temperature de denaturation maximum qu ' i L est pos- 
sible d'obtenir Lorsqu'on reticule Le collagene par le DPPA; en 
L 1 occurrence, pour Le cas present, eLLe correspond a La temperature 
obtenue avec une concentration en DPPA ({.DPPAj) de 0,75%. 

TI : temperature de denaturation obtenue sur Le tissu non 

trai te. 
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TX : temperature de denaturation obtenue sur Le tissu 
avec une concentration en DPPA X. 

R est Le % ae reticulation calcule a partir de TP, La 
temperature du pic ae denaturation, et est appele RTP. devolution 
05 de RTP en foncticn du Log ( [dPPa]x1000> est representee sur la 
figure 2. Les inventeurs determinent ainsi qu'entre 0,0125% et 
0,50% devolution de RTP en fonction du LogCjDPPA x1000) est 
lineaire et qu'a partir de 0,5-0,75% on obtient une reticulation 
maximum et constante Quelle que soit la concentration en DPPA. 
10 si [•on compare la temperature de denaturation obtenue 

avec Le DPPA 0,75% ou 0,5% a celle obtenue avec le procede propose 
dans Le brevet n° 8710317 et a celle du GTA 0,6% (traitement clas- 
sique des biprotheses va Lvulai res) , on constate que ces valeurs ne 
sont pas signtf icativement differentes (tableau I). 
15 Qm influence de la concentration en DPPA sur la reticulation de 
film de collagene . 

Nous avons etudie l' influence de La concentration en DPPA 
sur le degre de reticulation du film de collagene. Pour cela, le 
film est incube dans des solutions de DPPA de concentrations 
20 variant entre 0,0125% et 1,0% (volume/volume). 

Tout comme avec Le pericarde de veau, on calcule L*evoLu- 
tion de RTP err -fonction du Log ( [DPPA] x 1000) (figure 3). Les inven- 
teurs determinent ainsi qu'entre 0,0125% et 0,10% devolution de 
RTP en fonction du Log ( [dPPA^xIOOO) est lineaire- Un maximum de 
25 reticulation etant obtenu avec des concentrations en DPPA de 
0,25%-0,5%. 

Si I'on compare la temperature de denaturation obtenue 
avec le DPPA 0,15% ou 0,5% a celle obtenue avec le procede propose 
dans Le brevet n° 8710317 et a celle du GTA 0,6% (traitement clas- 
30 sique des bioprotheses valvulai res) , on constate que ces valeurs ne 
sons pas signi f i cati vement differentes (tableau I). 

C. Dosage du DPPA apres reticulation du pericarde . 

Afin de determiner le deveni r du DPPA apres ret i cu Lat i on, 
35 un dosage du DPPA par L 1 intermediai re de son groupement ohosphore 
est realise. 
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Dans un premier temps, on dose Le phosphore sur Le 
materiau traite par Le DPPA a differentes concentrations sans 
effectuer de rincage. Le materiau traite est simpLement seche au 
four a 110 C. Le dosage du phosphore est realise par spectromet ri e 
05 d'emission plasma apres mineralisation par une solution d'scidts 
perchlorique et nitrique (2/3 / 1/3 en volume/volume). Les 
resultats sont exprimes en pourcentage de phosphore par rapport au 
poids de tissu sec. Les resultats sent consignes dans Le tableau 
II. 

10 Dans un second temps, on dose Le phosphore sur le mate- 

riau traite par Le DPPA a des concentrations de 0,5% et 1,0% apres 
avoir rince le tissu soit dans du tampon borate seul, soit dans du 
DMF, puis du tampon borate. Les resultats sont consignes dans le 
tableau III. 



TAB L E A U I 



Comparaison des temperatures de denaturation de pericarde de veau 
ou de film de collagene traites par Le GTA, les acylazides selon le 
procede du brevet n° 8710317, le DPPA ou non traite. 



25 



30 





Temperature 


de denaturati 


on, °C 




TD 


TP 


TF 


Pericarde frais 


64,30 


67,30 


81,30 


Pericarde GTA 0,6% 


82 


85,30 


93,80 


Pericarde azide 


78 


81, AO 


89,10 


Pericarde DPPA 0,5% 


78,50 


81,40 


91,70 


Pericarde DPPA 0,75% 


79,20 


82 


89,90 


Film non traite 


39,15 


49,12 


66,10 


Film GTA 0,6% 


71,10 


79,10 


86,40 


Film azide 


65,50 


74,40 


83 


Film DPPA 0,25% 


69,90 


72,70 


80,50 


Film DPPA 0,50% 


70,30 


72,60 


79,20 
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TABLEAU II 

Pourcentage de phosphore residueL dose di rectement aDres traitement 
du pericarde par le DPPA a des concentrations altant de 0% a 1,5%. 



05 


Aucun rincage n'etant 


ef f ectue 


apres traitement 


par le DPPA. 




LDPPA3 0,00 
% 


0,25 


0,50 0,75 


1,00 1,50 


10 


Phosphore % 0,1+0,0 


1,0+0,1 


1,4+0,2 1,7+0, 


2 1,7+0,2 2,2+_0,1 






TAB 


L E A U III 
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Dosage du phosphore 


residueL 


apres traitement 


du pericarde par le 



DPPA a des concentrations de 1,0% et 0,5%. La quantite de phosphore 
determinee apres 3 rincages du tissu dans le borate pour une 
concentrations de 0,5% n'est pas differente de celle determinee 
pour un tissu incube dans le DMF sans agent reticulant 
20 (cf. tableau II). 



25 



i Concen- 0 rincage DMF 
j tration 3 rincages 
i en DPPA borate 


3 rincages DMF 
3 rincages 
borate 


5 rincages DMF 
3 rincages 
borate 


8 rincages DMF 
3 rincages 
borate 


i 

1,0% 0,22 + 0,02 


0,23 + 0,06 

I 


0,17 +_ 0,03 


0,18 +_ 0,01 


0,5% 0,09 +_ 0,06 0,04 +_ 0,05 


0,09 _+ 0,03 


0,1 +_ 0,06 



30 

II apparait qu'avec une concentration en DPPA de 0,5% Le 
phosphore residueL, meme apres simplement trois rincages avec du 
tampon borate, est equivalent a celui trouve pour un pericarde 
incube dans Le DMF sans agent reticulant Crespect i vement 0,09% et 
35 0,1%). 
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Ainsi, il apparait que I'agent reticuLant ne subsiste pas 
dans Le tissu apres reticulation. Ainsi, ce nouveau procede appa- 
rait tout a fait innovant. IL permet, tout comme Le procede propose 
dans Le document FR-A-8710317, une reticulation du coLlagene sans 
05 introduire d'agent reticulant de facon definitive et, de plus, il 
est d'une utilisation nettement facilitee sur Le plan industriel. 

Naturel lement , L'invention comprend tous Les moyens cons- 
tituant des equivalents techniaues des moyens decrits ainsi que 
Leurs diverses combinai sons. 
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R E V E NDICATIONS 



05 



10 



20 



25 



1 - Procede de reticulation du coLLagene du type compre- 
nant La formation de Liaisons amides par I' intermediate de 
groupements acylazides, caracterise en ce qu'on fait reagir Le 
coLLagene avec le dipheny Lphosphory Lazide (DPPA). 

2 - Procede selon La revendi cati ons 1, caracterise en ce 



que 

aqueux 



la reaction avec Le DPPA a Lieu dans un miLieu solvant 



non 



3 - Procede selon La revendi cat ion 2, caracterise en ce 
que Le soLvant non aqueux est Le dimethy If ormami de . 

4 . Procede seLon L'une des revendi cat ions 1 a 3, carac- 
terise en ce que La concentration en DPPA est comprise entre 
0,0125% et 1,57. en voLume/voLume, de preference entre 0,25 et 

15 0,70*. 

5 - Procede selon L'une des revendications 1 a 4, carac- 
terise en ce que La reaction est realisee par incubation a une 
temperature comprise entre environ 0 et environ 10°C, de preference 
a environ 4°C, la duree d'incubation etant de preference comprise 
entre quelques heures et environ 1 jour, de preference d' environ 
1 jour. 

6 - Procede selon L'une des revendications 1 a 5, carac- 
terise en ce qu'apres reaction avec Le DPPA on realise au moins un 
rincage pour eliminer le DPPA, puis on introduit Le coLLagene com- 
portant des groupements acylazides dans une soLution de tampon 
borate. 

7 - Procede seLon La revendi cat i on 6, caracterise en ce 
qu'on realise une incubation a unetemperat ure comprise entre envi- 



ron 0 et environ 10°C, de preference environ 4 C, dans Le tampon 
30 borate. 

8 - Procede seLon La revendi cat i on 7, caracterise en ce 
que Le tampon borate est a un pH egal a environ 8,9. 

9 - Procede selon L'une des revendications 1 a 8, carac- 
terise en ce que Le coLLagene utilise comme materiau de depart est 

35 sous forme de gel, de film ou de tissu naturel, par exemple 
pericarde ou greffon vasculaire. 
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10 - ColLagene reticule, caracterise en ce qu'il est 
reticule par L ' i ntermedi ai re du di pheny Iphosphory lazi de. 

11 - CoLlagene reticule, caracterise en ce qu'il est 
obtenu par le procede tel que decrit a 1 1 une quelconque des reven- 

05 di cations 1 a 9. 

12 - Biomateriau a base de collagene, caracterise en ce 
Gu'il a ete reticule par I ■ i ntermedi ai re du di pheny Iphosphory L- 
azide. 

10 



15 



20 



35 
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Figure 1 
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